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論文内容要旨
 近年,成熟した脳でも自己複製能と多分化能を有する神経幹細胞が存在することが明らかにな
 り,海馬歯状回,脳室下帯などで確認されている。これらの神経幹細胞は脳虚血後約10日目を
 ピークに増殖し,海馬歯状回顆粒細胞層にmigrationし,主に神経細胞に分化すると言われて
 いる。また外傷モデルでは,虚血よりも早い約3日目をピークに増殖し,やはり海馬歯状回での
 神経細胞新生に関与するとされている。しかし現在までの所くも膜下出血後の神経細胞新生に関
 しての報告はなされていない。今回我々は,マウスにおけるくも膜下出血後の神経細胞新生の動
 態を,51-bromodeoxyuridine(BrdU)の細胞内への取り込みを経時的に追跡することによって
 検討した。
 くも膜下出血はマウスの内頚動脈から挿入したナイロン糸によって'前大脳動脈を穿刺すること
 によって作成した。くも膜下出血発症後,1日目,3日目,7日目,10日目に灌流固定を行い,
 灌流固定の24時間前に腹腔内投与したBrdU(50mg/kg)の細胞内への取り込みを免疫組織学
 的に同定した。また,くも膜下出血発症後7日目まで1日/回のBrdUの腹腔内投与を行い,14
 日目,30日目に灌流固定し,神経細胞のマーカーである11euronalnuclearantigen(NeuN),
 またはダリアのマーカーであるglialfibrillaryacidicprotein(GFAP)とBrdUの二重染色
 を行うことにより,くも膜下出血後に増殖した細胞の分化の方向について検討した。
 結果として,マウスの海馬'歯状回ならびに脳室下帯において,くも膜下出血誘導後3日目の時
 点で,BrdU陽性細胞の有意な減少が認められ,その数は7日目にはほぼ誘導前のレベルまで回
 復した。NeuN,GFAPとの二重染色を行った結果では,海馬歯状回顆粒細胞層において,30
 日目にBrdUとNeuNとの二重陽性が高率に認められた。これらの二重陽性細胞は,くも膜下
 出血を誘導しなかった対照群と比較すると,顆粒細胞層のより深部にまでmigrationする傾向
 がみられた。BrdUとGFAPとの二重陽性を示す細胞は,くも膜下出血後30日目の時点でも見
 い出すことはできなかった。これらの所見はくも膜下出血後に増殖を開始した細胞が神経細胞に
 分化する過程を示しているものと考えられた。
 以上の結果より,マウスのくも膜下出血後3日目をピークとして神経細胞新生の抑制が起こり,
 7日目には回復することが示された。神経細胞の新生は記憶や認知機能等の高次脳機能と密接に
 関与している可能性が示唆されており,今後,くも膜下出血後の神経細胞新生を増幅・制御する
 ことにより,高次機能障害を改善できる可能性を示唆するものであると考えられた。
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 審査結果の要旨
 近年,成熟した脳でも自己複製能と多分化能を持つ神経幹細胞が存在し,脳虚血や外傷等の種々
 の侵襲に際し神経細胞の新生に関与することが明らかとなり,神経機能の回復という観点から注
 目されている。一方,くも膜下出.血は動脈瘤破裂による急激な頭蓋内圧亢進と続発する血管攣縮
 によりその死亡率は高く,救命しえた場合でも,動脈瘤破裂時の一次性脳損傷の結果として記憶
 や認識等の高次脳機能に障害を残すことが稀でなく,社会的にも大きな問題となっている。本論
 文はくも膜下出血後のマウスの海馬・脳室下帯での神経細胞新生について経時的に観察すること
 により,くも膜下出血による侵襲が神経細胞新生に及ぼす影響について検討した基礎研究である。
 くも膜下出血モデルはマウスの内頚動脈から挿入したナイロン糸で前大脳動脈を穿破して作成
 した。チミジンのアナログである5'一bromodeoxyuridine(BrdU)は細胞合成の際に細胞内に取
 り込まれる性質を有するが,本研究ではこれをくも膜下出血後の特定の時期に投与して海馬およ
 び脳室下帯での細胞内への取り込みを観察し,細胞増殖の変化を経時的に検討している。結果,
 海馬・脳室下帯ともにBrdU陽性細胞数はくも膜下出血後3日目をピークに有意に減少し,そ
 の後増加に転じる傾向を示した。この結果はこれまでの脳虚血や頭部外傷後に神経細胞新生が亢
 進するという報告と対称的であり,炎症性サイトカインの関与等,くも膜下出血に特異的な病態
 の存在を示唆しており,非常に意義深い。本研究ではさらに,成熟ニューロンのマーカーである
 neuronalnuclearantigen(NeuN)およびダリアのマーカーであるglialfibri11aryacidic
 protein(GFAP)とBrdUとの二重染色を行ない,くも膜下出血後に増殖を開始した細胞の最
 終的な分化についても検討している。結果,くも膜下出血後30日目の海馬にて,BrdU陽性細
 胞は高率にNeuNとの二重陽性を呈し,これはくも膜下出血後に増殖を開始した神経幹細胞が
 海馬での神経細胞新生に寄与することを明確に示すものと考えられる。神経幹細胞は増殖の後,
 分化すべき部位に移動する過程を経るが,これに関しても,くも膜下出血群の海馬では対象群と
 比較してBrdU陽性細胞が顆粒細胞層のより深部まで移動することを示し,ており,くも膜下出
 嘘の神経細胞新生の誘導を裏付ける結果と考えられる。
 くも膜下出血後の海馬でapoptosisによる神経細胞脱落が起こることが近年の研究で知られ,
 海馬での神経細胞新生は高次脳機能障害の改善に寄与するとも言われる。本研究の結果は,くも
 膜下出血後の高次脳機能障害に対し,神経再生の面からの治療の可能性を示唆するもので,非常
 に意義深い。
 以上,対象,方法とも妥当で,独創性のある優れた研究であり,適切な考察もなされている。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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